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SAMENVATT I NG
Het  onde rzoek ,  da t  i n  d i t  p roe fsch r i f t  wo rd t  besch reven ,  omva t  ve rsch i l l ende
aspecten van de b iogenese van de mi tochondr jdn van de ascomyceet  Neurospora
c rassa .  He t  ee rs te  hoo fds tuk  beva t  een  ove rz i ch t  van  de  hu ' i d i ge  kenn i s  van  dc
ve rsch i l l ende  p rocessen ,  d ie  be t rokken  z i j n  b i j  de  opbouw en  de  i ns tandhoud ing
van m' i  tochondr i  
€n.
I n  hoo fds tuk  I I  wo rd t  d iepe r  i ngegaan  op  de  samenwerk ing  tussen  de  m i tochon -
dn ia le  en  nuc leo -cy top lasma t i sche  g ne t i sche  sys temen .  Deze  z i j n  t ezamen  ve r -
an twoorde l i j k  voo r  de  b iogenese  van  m ' i t ochond r iEn .  Aangez ien  de  e iw i t p roduk ten
van  deze  twee  sys temen  i n  cons tan te  ve rhoud ing  voo rkomen ,  za l  e r  een  s te rke  kop -
pe l i ng  moe ten  z i j n  t ussen  be ide  sys temen .  Ech te r ,  r emming  van  de  m i tochond r i a le
eiwi tsynthese in Nets,ospora crassa le idt  to t  een toename van kerngecodeerde
mi tochond r i a le  e ' iw i t t en .  Deze  waarneming  sugge ree rde  he t  vo igende  regu le r i ngs -
mode l :  een  m i tochond r j aa l  t r ans la t i ep roduk t  wo rd t  ge t ranspo r tee rd  naa r  de  ke rn
en  werk t  daa r  a l s  rep resso r  voo r  de  syn these  van  ke rngecodee rde  m i tochond r i a le
e iw i t t en .  W i j  hebben  expe r imen ten  ve r r . i ch t  om na  te  gaan  o f  d i t  mode l  j u i s t  i s .
Ondanks  he t  geb ru i k  van  zee r  gevoe l i ge  me thoden  was  he t  n ie t  moge i i j k  om een
mi tochond r i aa l  gesyn the t i see rde  rep resso r  aan  te  t onen .  Aan  de  hand  van  l i t e ra -
tuu rgegevens  besch r i j ven  we  een  a l t e rna t i e f  mode l  voo r  regu le r i ng .  B i j  deze
hypo these  spee l t  de  koppe l i ng  t ussen  he t  ATP-syn the t i se rende  sys teem en  de  e lec -
t ronen  f l ux  doo r  de  ademha l i ngske ten  en  be lang r i j ke  ro l  ( hoo fds tuk  I I ) .
De  mees t  voo rkomende  m i tochond r i a le  t r ans la t i ep roduk ten  z i j n  membraangebonden
e iw i t t en .  I n  hoo fds tuk  I I I  wo rd t  aange toond  a t  ve rsche idene  m i tochond r i a le
t rans la t i ep roduk ten  (0 .a ,  subeenhe id  1 van  cy toch room c ox idase )  de  oo rsp ronke -
l i j ke  f o rmy lme th iony l  g roep  aan  he t  N - te rm ina le  u i t e i nde  m issen .  D ' i t  w i j s t  e rop
da t  e r  p recu rso rs  van  deze  e iw i t t en  bes taan .  P recu rso r  e iw i t t en  kunnen  i nde rdaad
worden  gevonden  a l s  ce l l en  na  l abe l i ng  i n  aanwez ighe id  van  cyc lohex im ide  d i rec t
wo rden  ge l ysee rd  i n  een  kokende  SDS-op loss ing .  De  mo lecuu lgew ich ten  van  deze
p recu rso r  po l ypep t i den  z i j n  45 ,36  en  25  kDa l ton .  0p  twee  man ie ren  konden  v r i j
hoge  concen t ra t i es  van  deze  e iw i t t en  wo rden  ve rk regen ,  n l .  doo r  he t  ve r l agen  van
de  tempera tuu r  t o t  9oC  o f  doo r  l ange r  dan  1  uu r  i n  aanwez ighe id  van  cyc lohex i -
m ide  te  i ncube ren .  D i t  l aa t s te  gegeven  du id t  e rop  da t  de  enzymen ,  d ie  voo r  de
omze t t i ng  van  de  p recu rso rs  zo rgen ,  een  ko r te  l evensduu r  hebben .  I n  t egens te l -
l i ng  t o t  de  r i j pe  m j tochond r i a le  t r ans la t i ep roduk ten  z i j n  de  p recu rso r  e iw i t t en
In je t  o f  s l ech ts  zwak  membraangebonden  (hoo fds tuk  IV ) .  D ' i t  w i j s t  e rop  da t  i n te -
g ra t i e  i n  he t  b innenmembraan  een  pos t - t r ans la t i onee l  en  geen  co - t rans la t i onee l
p roces  i s .  Een  i n te ressan te  waa rneming  j s  ve rde r  da t  ch loo ramfen ' i co l  i n  ko r te
exper imenten in o iuo n iet  de synthese van de precursors remt maar wel  de omzet-
t i ng  i n  de  r i j pe  p roduk ten  (hoo fds tuk  iV ) .
Me t  behu lp  van  een  an t i se rumtegen  subeenhe id  l van  cy toch room cox idase  konworden
aange toond  a t  he t  45 -kDa l ton  po l ypep t i de  een  p recu rso r  i s  van  subeenhe jd  1 van
cy toch room c ox idase  (hoo fds tuk  l l I  en  IV ) .  De  vo lgende  a rgumen ten  kunnen  daa r -
voor  worden aangevoerd:
A .  Na  e iw i t b l o t t i ng  kan  me t  een  an t i se rum tegen  subeenhe id  I  van  cy toch room c
ox idase  een  e iw ' i t  me t  exac t  he tze l f de  mo lecuu lgew ich t  a l s  de  ge labe lde  45 -
kDal ton precursor  worden gedetecteerd.
B .  He t  an t i se rum p rec ip i t ee r t  he t  45 -kDa l ton  e iw i t  da t  wo rd t  ve rk regen  doo r
l ange r  dan  een  uu r  t e  i ncube ren  i n  aanwez ighe ' i d  van  cyc lohex im ide .
C .  He t  45 -kDa l ton  e iw i t  da t  doo r  m idde l  van  de  b lo t t i ng  t echn iek  wo rd t  gevonden
ve r toon t  he tze l f de  ged rag  a l s  de  3sS-ge labe ' l de  p recu rso r  n1 . :
1 .  de  concen t ra t i e  neemt  t oe  b i j  i ncuba t j e  van  de  ce l l en  b i j  9oC ,
2 .  de  concen t ra t i e  neemt  t oe  b i j  l ange  i ncuba t i e  i n  aanwez ighe id  van  cyc lo -
hex i  m i  de .
In  hoo fds tuk  V  word t  de  ka rak te r i se r i ng  van  een ,  i n  v r i j  hoge  concen t ra t i e  voo r -
komend ,  m i tochond r i aa l  t r ans la t i ep roduk t  (mo lecuu lgew ich t  50  kDa l ton )  besch re -
ven .  D i t  e iw i t  b l i j k t  a fwez ig  t e  z i j n  j n  mu tan ten  d ie  cy toch roon  aa3  m issen  en
geen  cy toch room c ox jdase  ak t i v i t e i t  bez i t t en .  Aan  de  hand  van  immunoprec ip i t a -
t i es  kan  geconc ludee rd  wo rden  da t  he t  50 -kDa l ton  e iw i t  i n  w i l d  t ype  geassoc iee rd
i s  me t  cy toch room c ox idase .  B i j  pep t i de  mapp ing  geven  he t  50 -kDa l ton  e iw i t  en
subeenhe id  1  van  cy toch room c ox idase  ( sch i j nbaa r  mo lecuu lgew ich t  41  kDa l ton )
he tze ' l f de  pa t roon .  Deze  e iw i t t en  z i j n  dus  ve rwan t .  Pu l se -chase  xpe r imen ten
geven  aan  da t  he t  50 -kDa l ton  e iw i t  doo r  een  pos t - t r ans la t i onee l  p roces  word t
gevormd ui t  het  41-kDal ton e iwi t .  S lechts 70-20% van subeenheid 1 van cytochroom
c  ox idase  word t  omgeze t  i n  he t  50 -kDa ' l t on  e jw i t .
Een  m i tochond r i a le  mu tan t ,  [E35 ] ,  ge i so lee rd  i n  ons  l abo ra to r i um,  we rd  geka rak -
te r i see rd  (hoo fds tuk  V I ) .  Enke le  be lang r i j ke  pheno typ ' i sche  e igenschappen  van
deze mutant  z i jn  de afwezigheid van cytochroom aa3 en langzame, onregelmat ige
groei  .
He t  m i tochond r i a le  DNA van  de  mu tan t  bes taa t  u i t  twee  ve rsch i l l ende  c i r cu la i re
DNA mo lecu len ;  een  DNA mo lecuu l  van  56 .000  basepa ren ,  da t  t en  opz i ch te  van  he t
1n2
wi ld  t ype  m i+ "ochond r j a le  DNA een  de le t i e  hee f t  van  4 .000  basepa ren  en  een  DNA
r ro lecuu l  van  23 .000  basepa ren ,  da t  voo rname l i j k  he t  rRNA- IRNA gedee l t e  van  he t
w i l d  t ype  m i tochond r i a le  DNA beva t .  Na  he rhaa ld  vege ta t i e f  ove ren ten  van  de
nu tan t  neemt  de  concen t ra t i e  van  he t  k l e i ne  DNA aanz ien l i j k  t oe  (hoo fds tuk  V I ) .
De  sne lhe id  van  de  m i tochondn ia le  iw i t syn these  i n  IE35 ]  i s  l aag  en  on rege lma t i g .
Een  m j tochond r i aa l  t r ans la t i ep roduk t  me t  een  mo lecuu lgew ich t  van  i 1  kDa l ton
word t  n ie t  gevonden  i n  de  mu tan t .  Aangez ien  d i t  e iw j t  beschouwd  werd  a l s  een
ATPase -subeenhe id ,  j s  d i t  enzym ve rde r  onde rzoch t .  U i t  he t  f e i t  da t  i n  IE35 ]  de
o l i gomyc ine  gevoe l i ghe id  van  de  ATPase  nauwe l i j k s  ve rsch i l t  van  w i l d  t ype  en  he t
11 -kDa l ton  e ' iw i t  van  w i l d  t ype  n . i e t  immunoprec ip i t ee r t  doo r  een  an t i se rum
ger i ch t  t egen  he t  ATPase -comp1ex ,  kan  geconc ludee rd  wo rden  da t  he t  11 -kDa l ton
e iw i t  n i e t  t o t  he t  ATPase -comp lex  behoo r t  ( hoo fds tuk  V I ) .
De afwezigheid van cytochroom aa3 en cytochroom c ox idase in IE35]  wordt  veroor-
zaak t  doo r  een  assemb lage  de fec t  en  n ie t  doo r  de  a fwez ighe id  van  6en  van  de
subeenheden  (hoo fds tuk  V I ) .
To t  s l o t  wo rden  en ige  gegevens  besp roken  d ie  i n  de  voo ra fgaande  hoo fds tukken
n ie t  o f  nauwe l i j k s  aan  bod  z i j n  gekomen  (hoo fds tuk  V I I ) .
